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A famı́lia de chaperonas moleculares DNAJ/HSP40 é uma das maiores e mais
complexas subfamı́lias de Heat Shock Proteins (HSPs) descobertas até hoje, e seus
membros são encontrados desde bactérias até humanos. A assinatura desta sub-
famı́lia é o domı́nio-J, o qual é uma região de aproximadamente 70 aminoácidos
bastante conservada evolutivamente entre diversos organismos e é fundamental para
a maquinaria HSP70 das células. Apesar de compartilharem o domı́nio-J, estas
protéınas são divididas em 3 subclasses (A, B ou C) de acordo com um sistema de
classificação baseado na presença ou ausência de outras regiões, levando ao agru-
pamento de protéınas funcionalmente similares no caso das subclasses A e B, mas
muito heterogêneas no caso da subclasse C. De forma interessante, a quantidade de
protéınas DNAJC em relação às protéınas DNAJA e DNAJB é significativamente
maior, representando 78.34% da famı́lia DNAJ proveniente do banco de dados uti-
lizado neste trabalho, enquanto as subclasses A e B representam 13.66% e 8.00%,
respectivamente. Esta proporção destoante e a considerável heterogeneidade desta
famı́lia instigam questionamentos referentes à relação entre as subclasses de DNAJ
em diferentes organismos. Apesar dos estudos evolutivos voltados para a famı́lia
DNAJ explorarem a diversidade de alguns dos seus membros em uma ou mais
espécies, análises filogenéticas abrangendo as três subclasses ao longo da evolução
ainda precisam ser exploradas. Desta forma, o presente estudo visa analisar a orga-
nização das protéınas DNAJ das subclasses A, B e C de diversos organismos através
de uma abordagem filogenética utilizando um banco de dados de HSPs manualmente
curado. Portanto, diversas reconstruções filogenéticas foram geradas a partir do ali-
nhamento de toda a extensão da protéına ou da região correspondente ao domı́nio-J,
de acordo com o conjunto de dados. Foi posśıvel observar que um pequeno grupo
de protéınas da subclasse C é pontualmente distinto dos outros membros da famı́lia
DNAJ em relação à estrutura primária do domı́nio-J, permanecendo agrupado nas
diferentes árvores. Além disso, a filogenia das 3 subclasses reunidas demonstrou
uma posśıvel divisão evolutiva da maioria dos membros das subclasses A e B em
relação à maioria dos membros da subclasse C.
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Abstract
The DNAJ/HSP40 family of molecular chaperones is one of the largest and
more complex subfamilies of Heat Shock Proteins (HSPs) known until today, and
its members are found from bacteria to humans. The signature of this subfamily is
the J-domain, which is a 70 amino acid region evolutionarily conserved througout
many organisms and is fundamental for the celular HSP70 machinery. Although
these proteins share the J-domain, they are divided in 3 subclasses (A, B or C) ac-
cording to a classification system based on the presence or absence of other regions,
leading to the grouping of functionally similar proteins in the case of subclasses A
and B, but very hetereogenous in the case of subclass C. Interestingly, the amount
of DNAJC compared to DNAJA and DNAJB is significantly higher, representing
78.34% of the DNAJ family present in the database employed on this work, while
subclasses A and B represent 13.66% e 8.00%, respectively. This disparate pro-
portion and the high heterogeneity of this family instigate questionings regarding
the relationship among the subclasses from different organisms in the evolutionary
scale. Although evolutionary studies aimed at DNAJ family explore the diversity
of some members in one or more species, phylogenetic analyses encompassing the
three subclasses must be explored. Thus, the present study aims to analyze the or-
ganization of DNAJ proteins from subclasses A, B and C from multiple organisms
through a phylogenetic approach using a manually cured HSPs database. Therefore,
several phylogenetic reconstructions were performed from alignments corresponding
to either the whole protein extension or the J-domain region, according to data set.
It was observed that a small group of subclass C proteins is strictly distinct from
the other members of DNAJ family regarding the primary structure of J-domain,
remaining grouped in the different trees. Moreover, the phylogeny of all 3 subclasses
demonstrated a possible evolutionary split of most members from subclasses A and
B with respect to the majority of subclass C members.
Key-words: DNAJ/HSP40, molecular chaperones, heterogeneity, phylogeny
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alinhamento múltiplo apenas do domı́nio-J utilizando as sequências cluste-
rizadas com um valor de cut-off de 40%. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
14 Árvore filogenética de todas as protéınas (DNAJA, DNAJB e DNAJC) a
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IV) a partir do alinhamento múltiplo da região correspondente ao domı́nio-
J utilizando as sequências clusterizadas com um valor de cut-off de 80%. As
linhas tracejadas indicam o clado que concentra as protéınas das subclasses
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A subfamı́lia HSP40, também conhecida como DNAJ, é uma subdivisão do grande
grupo de Heat Shock Proteins (HSPs), o qual contém protéınas com função de chapero-
nas moleculares que conduzem o sistema de controle de qualidade proteico das células
[1] [2]. Atualmente, as HSPs são divididas em seis subfamı́lias (small HSPs, HSP40,
HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100), e apesar de terem sido descobertas e adquirido fama
por possuirem uma expressão relacionada ao choque térmico e outros tipo de estresse [3],
subsequentes descobertas levaram ao estudo mais abrangente dos papéis das HSPs como
chaperonas moleculares [4].
Hoje já se sabe que estas protéınas desempenham os mais variados papéis, até mesmo
em células que não estão sob uma condição de estresse. Suas funções variam desde assis-
tir ao enovelamento e montagem de novos polipept́ıdeos [5], re-enovelamento de protéınas
maduras [6], translocação de protéınas [7], marcação de protéınas para degradação [8] e
remodelamento de complexos proteicos [9] [10].
Protéınas da subfamı́lia DNAJ são encontradas desde espécies de bactérias até hu-
manos, e podem ser expressas nos mais variados tecidos e compartimentos subcelulares
de organismos mais complexos. Além disso, o tamanho da protéına pode variar desde
algumas centenas de aminoácidos (ex: 116 em hsDNAJC19 até milhares (ex: 2243 em
hsDNAJC13), demonstrando o alto ńıvel de diversidade desta subfamı́lia de HSPs [11].
1.2 Maquinaria HSP70
As protéınas da famı́lia DNAJ são amplamente conhecidas por atuarem como co-
chaperonas da maquinaria HSP70, um componente central do sistema de controle de qua-
lidade proteico que garante a homeostase celular através de ciclos de (re)-enovelamento de
protéınas [10]. No modelo canônico deste processo, as protéınas DNAJ são responsáveis
por reconhecer e interagir com o substrato-alvo e facilitar a sua transferência para a
protéına HSP70, a qual necessita da protéına DNAJ como estimuladora da sua atividade
ATPase. Após a seleção do substrato, o complexo DNAJ-substrato induz a hidrólise de
ATP que leva à dissociação da DNAJ e formação do complexo de alta afinidade HSP70-
substrato. Por sua vez, este novo complexo recruta outra famı́lia de co-chaperonas conhe-
cida como Nucleotide Exchange Factors (NEFs), as quais são responsáveis por promover a
transição ADP-ATP no centro cataĺıtico da protéına HSP70, levando ao desprendimento
do substrato [12]. Se, ao final de um ciclo, o substrato não atingiu seu estado nativo de
enovelamento, ele pode re-entrar no processo de modo iterativo até que o estado nativo
seja alcançado (Figura 1). Entretanto, se após um determinado número de iterações o
enovelamento não acontecer, o substrato geralmente é enviado para degradação [13].
11
Figura 1: Modo de ação da maquinaria HSP70, baseado em estudos de re-enovelamento in
vitro de protéınas desnaturadas. A protéına DNAJ se liga ao substrato (1) e interage com a
protéına HSP70 através do domı́nio-J (2). O substrato interage transientemente com o śıtio de
ligação pept́ıdica da HSP70 e, junto com a protéına DNAJ, estimula a hidrólise do ATP e causa
uma mudança conformacional na HSP70 que estabiliza a interação com o substrato. A protéına
DNAJ deixa o complexo (3) e a protéına NEF, a qual possui uma maior afinidade pelo complexo
HSP70-ADP, se liga à protéına HSP70 (4). O ADP então se dissocia do complexo através da
distorção do domı́nio de ligação de ADP da HSP70 (5) e, posteriormente, o ATP se liga ao
complexo (6). Por fim, o substrato é liberado devido à sua baixa afinidade com HSP70-ATP (7),
e se o estado nativo não é alcançado, a protéına DNAJ liga-se novamente às regiões hidrofóbicas
expostas do substrato, reiniciando o ciclo (Kampinga & Craig, 2010).
1.3 Classificação
Todas as DNAJs compartilham o domı́nio-J, uma vez que a sua presença é o critério de
inclusão da protéına nesta famı́lia. Este domı́nio possui aproximadamente 70 aminoácidos
e contém uma região bem conservada conhecida como motivo histidina-prolina-ácido
aspártico (HPD). O motivo HPD se encontra num loop entre as duas principais α-hélices
do domı́nio e é através dele que ocorre a interação DNAJ-HSP70 mencionada anteri-
ormente [14]. Além disso, a estrutura do domı́nio-J é conservada não apenas entre os
membros de uma mesma espécie, mas através de diversos organismos da escala evolutiva,
demonstrando uma notável similaridade tridimensional [15]. Apesar de haver baixa si-
milaridade entre as diversas DNAJs fora do domı́nio-J, estas protéınas são atualmente
divididas em 3 subclasses (A, B e C), de acordo com a presença de outras regiões ao longo
da protéına (Figura 2) [16].
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Figura 2: Estrutura do domı́nio-J e organização das subclasses da famı́lia DNAJ. (A) Repre-
sentação da estrutura tridimensional do domı́nio-J da hsDNAJB1 (PDB: 1HDJ) composta por
quatro α-hélices e uma região de loop contendo o motivo HPD. (B) Protéınas da subclasse A
possuem um domı́nio-J N-terminal, seguido de uma região G/F, um domı́nio dedo-de-zinco e dois
domı́nios C-terminais. A subclasse B é bastante similar à subclasse A, exceto pela ausência do
domı́nio dedo-de-zinco. Por outro lado, a subclasse C possui um domı́nio-J que não está restrito
à porção N-terminal, podendo conter qualquer outra composição de regiões fora do domı́nio-J
(Musskopf et al. 2018).
1.3.1 DNAJA
Os membros da classe A (ou tipo I) são os homólogos mais próximos da protéına
DNAJ em E. coli e são compostos por um domı́nio-J N-terminal, seguido de uma região
de 50-100 aminoácidos rica em glicina e fenilalanina (G/F) e dois domı́nios C-terminais
(CTDI e CTDII) que contribuem para a formação de um bolso hidrofóbico que se associa a
substratos através do domı́nio dedo-de-zinco formado por quatro motivos CXXCXGXG no
CTDI. A porção C-terminal mais extrema se dobra em uma estrutura de β-folha e forma
o domı́nio de dimerização que aumenta a afinidade da DNAJA pelos seus substratos [17]
[18] [10] (Figura 2B).
1.3.2 DNAJB
As protéınas da subclasse B (ou tipo II) também contêm um domı́nio-J N-terminal
e uma região G/F, mas não possuem uma região C-terminal contendo o domı́nio dedo-
de-zinco. Apesar dos tipos I e II serem distintos em sua composição de regiões conser-
vadas, ambos contêm porções C-terminais com um domı́nio de dimerização que se ligam
a pept́ıdeos e funcionam de forma similar na ligação de substratos não-nativos (Figura
2B) [11, 17, 18, 19, 20]. Além disso, as subclasses A e B possuem domı́nios-J mais con-
servados quando comparados aos domı́nios-J das protéınas da subclasse C (Figura 3)
[18, 19, 21, 22]. Estudos recentes também demonstram que as protéınas das subclasses A
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e B podem interagir fisicamente para aumentar a eficiência da atividade de desagregação
de protéınas, comparada à eficiência de desagregação quando estas protéınas agem se-
paradamente [23]. Aparentemente, a formação destes complexos passou a ocorrer na
transição evolutiva de procariotos-eucariotos e pode ter levado a consequências funcionais
relacionadas a mudanças fisiológicas espećıficas, demonstrando a adição de um ńıvel de
flexibilidade funcional ao sistema de controle de qualidade proteico celular [24] (Figura
1B).
1.3.3 DNAJC
Ao contrário das subclasses A e B, a subclasse C não possui uma região G/F e nem
um domı́nio dedo-de-zinco, portanto o único domı́nio em comum é o domı́nio-J, o qual
não é restrito à porção N-terminal da protéına. Alguns autores têm adotado a subdivisão
desta subclasse em tipos III e IV devido à descoberta de um grupo de protéınas que
possuem substituições de aminoácidos no motivo HPD, mas que mantém uma significa-
tiva similaridade estrutural com o domı́nio-J, sendo assim reconhecidas como protéınas
J-like [18, 20]. O exemplo clássico de protéına J-like refere-se à protéına TIM16 (tipo
IV) componente do complexo translocase (TIM23), localizado na membrana mitocondrial
interna, para mediar a translocação de polipept́ıdeos precursores (pré-protéınas) para a
matriz mitocondrial [25, 26, 27]. Este processo é ATP-dependente, pois envolve ciclos
de ligação e liberação dos polipept́ıdeos importados pela protéına HSP70 mitocondrial
(mtHSP70), a qual depende da protéına TIM14 (tipo III) para estimular sua atividade
ATPase. Curiosamente, a protéına TIM16 forma um subcomplexo com a protéına TIM14
que é essencial para o recrutamento de TIM14 ao complexo translocase TIM23, e a estru-
tura cristalográfica deste subcomplexo mostra que ambas protéınas possuem um dobra-
mento virtualmente idêntico, mas superf́ıcies completamente distintas que as permitem
desenvolver funções diferentes [25]. Essencialmente, o domı́nio J-like de TIM16 contém
as mesmas caracteŕısticas do domı́nio-J, mas possui um motivo DKE no lugar do motivo
HPD e não é capaz de estimular a atividade ATPase da protéına HSP70. Apesar de
“inativo”, é através deste domı́nio que ocorre a interação estável com TIM14 e serve para
posicionar esta protéına corretamente e garantir sua atividade ótima [25, 26, 27]. Ainda
não existe um consenso a respeito da subdivisão da subclasse C entre tipos III e IV e até
mesmo a respeito da inclusão de protéınas J-like na famı́lia DNAJ, mas neste trabalho
será adotada a classificação no formato DNAJA (tipo I), DNAJB (tipo II) e DNAJC
(tipos III e IV). A Figura 4 evidencia a similaridade das estruturas tridimensionais do
domı́nio-J de TIM14 (tipo III) e DnaJ (tipo I) e do domı́nio J-like de TIM16 (tipo IV).
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Figura 3: Porcentagem de conservação dos aminoácidos-consenso do domı́nio-J correspondentes
à α-hélice I (A), α-hélice II (B), região de loop (C), α-hélice III (D) e α-hélice IV (E) (Hennessy
et al, 2000).
A subclasse C é o subgrupo de protéınas DNAJ mais heterogêneo em ńıvel de estrutura
primária, secundária e funcional, mesmo que ainda existam diversas questões não respon-
didas a respeito de como estas protéınas exercem suas funções de chaperonas moleculares.
Sabe-se que muitas destas protéınas servem como ”concentradoras” do domı́nio-J em de-
terminados compartimentos celulares de modo a recrutar protéınas HSP70 nestes locais
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sem haver a formação do complexo DNAJ-substrato [10]. Comparadas com protéınas das
subclasses A e B, a subclasse C possui uma diversa distribuição subcelular, e geralmente
observa-se um número restrito de ligantes para cada DNAJC, enquanto que as DNAJAs
e DNAJBs interagem mais promiscuamente com outras protéınas [9, 28].
Figura 4: Comparação das estruturas tridimensionais de TIM14 (Saccharomyces cerevisiae),
TIM16 (Saccharomyces cerevisiae) e DnaJ (Escherichia coli) com o motivo HPD de TIM14 e
DnaJ em amarelo e o motivo DKE de TIM16 em azul (Groll et al., 2006).
1.4 Diversidade das DNAJs
O atual sistema de classificação das protéınas pertencentes à famı́lia DNAJ não ex-
plora a interação DNAJ-substrato, que é uma caracteŕıstica crucial dentro do contexto
das DNAJs como protéınas selecionadoras de clientes para a maquinaria HSP70 [10].
Grande parte de tal diversidade deve-se a regiões externas ao domı́nio-J, as quais podem
variar entre os membros da famı́lia DNAJ e podem inclusive carecer de qualquer relação
em ńıvel de sequência [9]. Estes diversificados domı́nios de ligação estão associados a
diferentes modos de interação com o substrato, resultando em diferentes especificidades
de ligação que variam de DNAJs mais seletivas (ligante espećıfico) a mais promı́scuas
(ligante não-espećıfico). Dois exemplos de ligantes espećıficos são as protéınas auxilina e
Hsc20, as quais são responsáveis pelo transporte transmembrana de moléculas provenien-
tes de veśıculas de clatrina [29] e transferência de grupamentos ferro-enxofre (Fe-S) para
protéınas receptoras [30], respectivamente. Os ligantes não-espećıficos geralmente são
encontrados tanto em procariotos quanto em diferentes compartimentos celulares de eu-
cariotos, como no caso das DNAJs do ret́ıculo endoplasmático hsDNAJB9,hs DNAJC10 e
hsDNAJC3 que ligam diversos substratos não-enovelados ou mal-enovelados [31]. Um caso
mais intermediário compreende a DNAJB6 e seu homólogo DNAJB8, os quais possuem
uma região rica em serina e treonina (S/T) que interage com fragmentos de poliglutamina
(poliQ) de diversas protéınas para suprimir sua agregação, mas que não é necessária para
mediar a interação com os outros substratos destas DNAJs [32].
Outra observação importante sobre esta famı́lia de chaperonas moleculares é que o
número de genes que codificam DNAJs varia evolutivamente entre organismos, estando po-
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Figura 5: Comparação do número de genes codificando protéınas HSP70 e DNAJ em diferentes
organismos (Craig & Marszalek, 2017).
sitivamente correlacionado com a complexidade genômica da espécie em questão [33]. Isto
de certa forma implica que estas protéınas são o produto de eventos evolutivos dinâmicos
como, por exemplo, duplicação gênica e rearranjos. Entretanto, a origem de tal divergência
genética entre as DNAJs é dif́ıcil de ser explicada, e uma das hipóteses é o ganho evolu-
tivo do domı́nio-J em protéınas espećıficas de certos processos celulares que permitiu a
participação da maquinaria HSP70 de forma mais direta. A Figura 5 mostra a proporção
do número de genes codificadores de protéınas HSP70 e DNAJ em 7 organismos diferen-
tes, o que corrobora com a hipótese de que o aumento do número de protéınas DNAJ,
junto com a sua diversificação na escala evolutiva, está relacionado com a diversificação
da maquinaria HSP70. De maneira geral, a diversidade estrutural e funcional das DNAJs
apresenta desafios para as comparações entre espécies e para generalizações, fazendo-se
necessárias análises evolutivas e estruturais mais profundas que possam levar a um sistema
de classificação mais informativo desta famı́lia de chaperonas moleculares [9].
1.5 Evolução da Famı́lia DNAJ
O interesse por estudos evolutivos da famı́lia DNAJ não é novidade e tem sido apli-
cado tanto para melhor compreender esta famı́lia de chaperonas moleculares isoladamente
quanto para estudar a organização das subfamı́lias de HSPs dentro do amplo contexto do
controle de qualidade proteico. Diversos alinhamentos de sequências correspondentes a
diferentes regiões de protéınas DNAJ e também reconstruções filogenéticas de um ou mais
organismos já foram gerados com os mais variados objetivos, entre eles: (i) comparação
da estrutura primária e/ou estudo de processos evolutivos associados à diversidade da
famı́lia DNAJ [20, 21, 22, 23, 34, 35, 36, 37, 38, 39], (ii) análise da sequência nucleot́ıdica
como uma ferramenta de identificação de espécies (marcador filogenético) [40, 41, 42, 43]
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e (iii) estudo de mecanismos do controle de qualidade proteico envolvendo membros da
famı́lia DNAJ e também de outras subfamı́lias de HSPs [44, 45, 46, 47, 48].
A maioria destes trabalhos envolvendo uma abordagem filogenética reiteram a hetero-
geneidade desta famı́lia de chaperonas moleculares, a qual pode ser averiguada no alinha-
mento das sequências primárias e também na comparação das respectivas reconstruções
filogenéticas com as de outros grupos ou famı́lias de protéınas. Um trabalho recente nesta
área avaliou a organização de protéınas das subclasses A e B de diversos organismos da
escala evolutiva através do alinhamento dos domı́nios-J e região C-terminal. Junto com
evidências estruturais e de imuno-histoqúımica, este estudo demonstrou o surgimento
de uma assinatura espećıfica de eucariotos na formação de complexos entre DNAJAs e
DNAJBs canônicas envolvidos no sistema de desagregação de protéınas [24]. Entretanto,
é desconhecida qualquer reconstrução filogenética envolvendo as 3 subclasses de protéınas
DNAJ de organismos representativos da escala evolutiva.
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2 Justificativa
A subfamı́lia DNAJ/HSP40 de HSPs é determinada pela assinatura do domı́nio-J, o
qual é responsável por estimular a atividade ATPase no centro da maquinaria HSP70
[10]. Entretanto, as regiões fora do domı́nio-J também exercem funções importantes que
podem estar envolvidas com o reconhecimento do substrato a ser enviado para o sistema de
controle de qualidade proteico, interação com protéınas amilóides envolvidas em doenças
neurodegenerativas, regiões transmembrana para posicionamento subcelular, associação
com o ribossomo para garantir o correto enovelamento de protéınas recém sintetizadas
e outras regiões que garantem a diversidade desta famı́lia de protéınas [11, 18, 49]. De
acordo com o atual sistema de classificação da famı́lia DNAJ, os membros das subclasses A
e B possuem certo grau de similaridade em relação às regiões fora do domı́nio-J, enquanto
que os membros da subclasse C são extremamente heterogêneos [21]. Especula-se que
esta heterogeneidade tenha sido de extrema importância evolutiva, permitindo tanto a
diversificação da maquinaria HSP70 quanto o desenvolvimento de mecanismos de controle
de qualidade proteico mais complexos [9], e alguns trabalhos têm demonstrado isso através
de abordagens filogenéticas que exploram a organização e dispersão de algumas protéınas
da famı́lia DNAJ em um ou mais organismos [24, 45, 50]. Apesar dos estudos e interesse
nesta área serem recorrentes, é desconhecido algum trabalho que explore a relação entre
as subclasses A, B e C reunidas em diferentes organismos da escala evolutiva, instigando
o questionamento de como diferentes protéınas DNAJ se dispersam filogeneticamente e




Realização de um estudo filogenético que caracterize as relações evolutivas entre as três
subclasses da famı́lia DNAJ e que possa apontar para uma organização mais informativa
destas protéınas.
3.2 Objetivos Espećıficos
• Observar a divisão das subclasses A e B em reconstruções filogenéticas apenas destas
duas subclasses e a divisão das subclasses A, B e C em reconstruções filogenéticas
das 3 subclasses reunidas.
• Analisar as diferenças entre reconstruções filogenéticas realizadas a partir do alinha-
mento apenas do domı́nio-J ou a partir da sequência completa da protéına.




Os métodos empregados neste trabalho envolveram a coleta e curagem das sequências
de aminoácidos das protéınas DNAJ, seleção do domı́nio-J, alinhamento múltiplo das
protéınas em questão e, finalmente, a construção das respectivas árvores filogenéticas.
Todas estas etapas estão resumidas no fluxograma da Figura 6.
Figura 6: Fluxograma das etapas de processamento dos dados deste trabalho.
4.1 Coleta dos dados
As protéınas DNAJ analisadas no presente estudo foram coletadas na plataforma HS-
PIR [51] descrita abaixo, totalizando 3901 protéınas.
4.1.1 Plataforma HSPIR
A plataforma Heat Shock Protein Information Resource (HSPIR; http://pdslab.
biochem.iisc.ernet.in/hspir/) contém um banco de dados online manualmente cu-
rado que fornece informações sobre os seis grandes subgrupos de HSPs: HSP20, HSP40,
HSP70, HSP60, HSP90 e HSP100 [51]. Dentre os dados dispońıveis para cada protéına
nesta plataforma, constam: (i) nomes da protéına; (ii) nomes do gene correspondente;
(iii) informação taxonômica; (iv) classificação da famı́lia e subtipo; (v) informações da
sequência nucleot́ıdica e proteica, e outras informações de acordo com a disponibilidade
de dados. Desde a última atualização (20 de Janeiro de 2014), a plataforma contém
cerca de 9.900 registros de protéınas, abrangendo 277 genomas que variam de procariotos
a eucariotos e incluem a maioria dos organismos modelo. Os registros são verificados
semanalmente por atualizações de scripts automatizados que mantêm os conteúdos atua-
lizados, além de existir uma equipe de curadores dedicada que revisa estas atualizações e
as insere no banco de dados. Todo o processo de curadoria está esquematizado na Figura
7.
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Esta plataforma possui uma ferramenta de identificação e classificação de sequências
desconhecidas em uma determinada famı́lia HSP. Nesta ferramenta é definido um per-
fil HMM (Hidden Markov Model) para cada famı́lia HSP, o qual é criado a partir de
um conjunto de “sequências base” validadas (seed sequences). A sequência desconhe-
cida é verificada em relação às bibliotecas de perfis HSP pré definidas usando a função
hmmscan do HMMER (http://hmmer.org/). Para o conjunto de dados inicial, fo-
ram recuperadas todas as estruturas 3D de HSPs dispońıveis no PDB e extráıdos os
domı́nios conservados de cada famı́lia HSP (i.e. domı́nio-J para HSP40 e domı́nio α-
cristalina para sHSP). No caso de protéınas da famı́lia HSP60 e HSP70, as quais são
conservadas em toda a sua extensão, foram utilizadas as sequências completas poste-
riormente alinhadas para criar o perfil HMM. Para suportar o conjunto de dados ini-
cial, foi recuperado um conjunto de sequências estruturalmente bem anotadas do Uni-
protKB (https://www.uniprot.org/help/uniprotkb) e executado o mesmo procedi-
mento acima para extrair as regiões conservadas, e estas sequências filtradas foram então
alinhadas com o perfil inicial para gerar um novo perfil [51].
Figura 7: Representação esquemática do processo de recuperação e curadoria de dados imple-
mentado no banco de dados HSPIR (Kumar et al, 2012).
4.2 Curagem e clusterização dos dados
Primeiramente foram excluidas as sequências contendo os caracteres não-padrão ’B’,
’X’ ou ’Z’. Depois deta etapa, os dados foram clusterizados através do software CD-HIT
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Suite: Biological Sequence Clustering and Comparison (http://weizhongli-lab.org)
[52] utilizando um valor de cutoff de 40% de identidade de acordo com o trabalho descrito
em [53] ou de 80% de acordo com a metodologia descrita em [24].
4.3 Hidden Markov Model (HMM)
Resumidamente, um Hidden Markov Model (HMM) é um modelo estat́ıstico que pode
ser usado para descrever a evolução de eventos observáveis que dependem de fatores
internos, os quais não podem ser diretamente observados. Estes eventos observáveis são
chamados de “śımbolos”, enquanto que o fator não observável é chamado de “estado”.
Desta forma, um HMM consiste de dois processos estocásticos: um processo inviśıvel de
estados ocultos (hidden) e um processo viśıvel de śımbolos observáveis. Os estados ocultos
formam uma cadeia de Markov, e a probabilidade de distribuição do śımbolo observado
depende de cada estado [54]. Um HMM pode ser útil para a modelagem de sequências
biológicas como DNA e protéınas, uma vez que tais sequências consistem de pequenas
estruturas com diferentes funções que, frequentemente, exibem diferentes propriedades
estat́ısticas. Para uma protéına não caracterizada, por exemplo, é interessante aplicar
este modelo estat́ıstico para fazer a predição de domı́nios proteicos (correspondem a um
ou mais estados em um HMM) e da localização destes na sequência pept́ıdica (observações)
[54, 55].
4.3.1 Alinhamento contra perfis HMM
Para a seleção de domı́nios espećıficos de cada protéına foram realizados alinha-
mentos par-a-par contra dois perfis HMM correspondentes ao domı́nio-J (PF00226) e
ao domı́nio PAM16 (J-like domain; PF03656), retirados da plataforma PFAM (https:
//pfam.xfam.org/) [56]. Os alinhamentos foram realizados através da função hmmprofa-
lign do programa MATLAB R2018a c©, a qual se baseia em um alinhamento local e retorna
a sequência alinhada junto com um escore no formato log-odd. Para ambos os perfis HMM
foram computados os histogramas dos escores de acordo com os subtipos I, II, III e IV.
4.4 Alinhamento múltiplo de sequências
Foram realizados alinhamentos separados para as protéınas das subclasses A, B e
C, assim como alinhamentos contendo as protéınas das 3 subclasses reunidas. Cada
alinhamento foi realizado através do programa MAFFT v7. 397 [57], o qual foi utilizado
localmente. O algoritmo L-INS-i foi escolhido para todos os cálculos por ser um método
de refinamento iterativo que gera um alinhamento local (Smith-Waterman) mais acurado.
Para cada alinhamento múltiplo foi selecionado um número máximo de iterações igual a
1000.
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4.5 Curagem do alinhamento múltiplo
Foi utilizado o software Jalview 2.10.4b1 [58] tanto para visualizar quanto para curar os
alinhamentos provenientes do MAFFT. O escore de qualidade do Jalview é inversamente
proporcional ao custo médio de todos os pares de mutação observados em uma coluna
particular do alinhamento. Desra forma, um alto valor de escore para uma coluna sugere
que não existem mutações ou que a maioria das mutações observadas são favoráveis. Para
determinar o valor de cada coluna do alinhamento é somada, para todas as mutações, a
razão entre os dois escores de um par de mutação e o escore de cada reśıduo conservado
de acordo com a matriz de substituição BLOSUM62. Este valor é normalizado para
cada coluna e então plotado em uma escala de 0 a 1. Os valores de cutoff escolhidos
foram de 40% para os alinhamentos das subclasses A e B (Apêndice A) e de 30% para os
alinhamentos da subclasse C (Apêndice B) e das três subclasses reunidas (Apêndice C)
[59, 58]. A escolha destes valores foi realizada de maneira emṕırica, de forma a minimizar
a perda de colunas do alinhamento.
4.6 Filogenia
Foi escolhido o software PhyML 3.0 [60, 61] para realizar as reconstruções filogenéticas,
o qual se baseia no prinćıpio de máxima verossimilhança (maximum-likelihood). O modelo
de substituição LG é o padrão do PhyML aplicado para sequências de aminoácidos [60,
62, 63], e o teste estat́ıstico aLRT (approximate likelihood ratio test) foi escolhido para
testar os ramos [64]. A escolha do teste aLRT baseou-se principalmente pelo fato deste
ser muito mais rápido que o método por bootstraps, uma vez que o programa é rodado
apenas uma vez, enquanto que pelo método de bootstrap o programa é executado um
número pré-definido de vezes, determinado pela quantidade de replicatas solicitada. Além
disso, a aplicação de ambos os testes para um mesmo conjunto de dados demonstrou que
os resultados concordam, apontando para a vantagem da utilização do teste estat́ıstico
aLRT quando o conjunto de dados é extenso ou quando os recursos computacionais são
limitados [60].
4.7 Visualização e manipulação da árvore
Cada árvore resultante da reconstrução filogenética foi salva em formato Newick e
visualizada através da ferramenta online iTOL: Interactive Tree Of Life (https://itol.
embl.de/) [65]. Neste trabalho, todas as árvores estão representadas no formato circular
com um enraizamento por ponto médio matemático [66] padrão do iTOL e algumas árvores
estão representadas no formato não enraizado [65]. Além disto, estão representados apenas
ramos com um valor limite igual ou maior que 0.75, de acordo com a recomendação do
software PhyML 3.0 [60].
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5 Resultados
Após a curagem das 3901 sequências provenientes da plataforma HSPIR e poste-
rior clusterização utilizando um valor de cut-off de 40%, foi realizado o alinhamento
de 1199 protéınas DNAJ contra dois perfis HMM para definir as regiões correspondentes
ao domı́nio-J e ao domı́nio TIM16. Dentre estas protéınas, foram realizados os alinhamen-
tos múltiplos locais da sequência completa e do domı́nio-J de 63 protéınas da subclasse
A e 55 protéınas da subclasse B separadas ou reunidas. Por sua vez, as 1081 protéınas
da subclasse C (1061 do tipo III e 20 do tipo IV) tiveram apenas os domı́nios-J alinha-
dos. Após a curagem dos alinhamentos, foram geradas oito reconstruções filogenéticas
(Figuras 10 a 14). As 3901 protéınas também foram clusterizadas utilizando um valor de
cut-off de 80%, e as sequências completas de 323 protéınas da subclasse A e 198 protéınas
da subclasse B foram alinhadas de forma separada ou reunida, gerando três outras re-
construções filogenéticas. Os resultados destas etapas estão descritos em detalhes a seguir.
Tabela 1: Quantidade de protéınas após a respectiva etapa de curagem. *Retirada de protéınas
contendo caracteres não-padrão: X, B e Z.
Tipo HSPIR HSPIR CD-HIT CD-HIT
original * 40% 80%
I 533 530 63 323
II 312 309 55 198
III 2968 2932 1061 2126
IV 88 88 20 55
Total 3901 3859 1199 2702
5.1 Alinhamentos contra os perfis HMM
As sequências de aminoácidos de todas as 1199 protéınas resultantes após a etapa
de curagem e clusterização do banco de dados com um valor de cut-off de 40% foram
submetidas aos alinhamentos par-a-par contra os perfis HMM do domı́nio-J (PF00226) e
do domı́nio J-like de TIM16 (PF03656). Os escores de cada alinhamento foram agrupados
por tipo (I, II, III ou IV) para cada domı́nio de interesse em histogramas representados
na mesma escala, no eixo horizontal. Para o alinhamento contra a sequência consenso
do domı́nio-J, as protéınas das subclasses A (tipo I) e B (tipo II) obtiveram escores altos
e similares, enquanto que as protéınas da subclasse C (tipos III e IV) obtiveram escores
mais baixos e distintos quando comparados entre os tipos III e IV e com as subclasses A
e B. Entretanto, apesar de obter uma média menor do que os tipos I e II, o tipo III ainda
obteve escores consideravelmente maiores do que o tipo IV (Figura 8). Por outro lado, os
resultados do alinhamento contra a sequência consenso do domı́nio J-like mostram valores
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de escore baixos e similares para os tipos I, II e III e valores altos e contrastantes para o
tipo IV (Figura 9).
Figura 8: Escores do alinhamento de cada protéına (tipos I, II, III e IV) contra o domı́nio-J
(PF00226)
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Em todas as árvores geradas neste trabalho é posśıvel observar a organização dos di-
ferentes reinos e, quando aplicado, os diferentes tipos de DNAJ (I, II, III e IV). Devido à
quantidade de ramos da maioria das árvores geradas neste trabalho, estão representados
apenas os valores de suporte das árvores das subclasses A e B após a clusterização com
um cut-off de 40%.
De forma a avaliar a capacidade da metodologia aplicada neste trabalho de conseguir
agrupar protéınas de um mesmo reino ou mais próximas evolutivamente, foram realizadas
as reconstruções filogenéticas das subclasses A (tipo I) e B (tipo II) separadamente a
partir do alinhamento apenas do domı́nio-J ou da protéına completa. As Figuras 10 e
11 mostram as árvores das subclasses A e B, respectivamente. Além disso, para avaliar
a eficiência no agrupamento de subclasses, foi realizada a reconstrução filogenética das
subclasses A e B agrupadas a partir do alinhamento apenas do domı́nio-J ou da protéına
completa (Figura 12).
Considerando que os tipos III e IV possuem diferenças pontuais na estrutura do
domı́nio-J/J-like mas estão agrupados na subclasse C, foi realizada a reconstrução fi-
logenética deste dois tipos agrupados a partir do alinhamento referente ao domı́nio-J para
verificar se existe uma discriminação entre os tipos III e IV (Figura 13).
Semelhantemente às protéınas da subclasse C, foi realizada a reconstrução filogenética
das 3 subclasses agrupadas a partir do alinhamento das sequências correspondentes ao
domı́nio-J (Figura 14). Nesta árvore, os ramos de linha tracejada representam o grande
clado no qual as protéınas das subclasses A e B se concentraram, demonstrando uma
posśıvel divisão evolutiva dos domı́nios-J da maioria das DNAJAs e DNAJBs em relação
















































































































































Figura 10: Árvores filogenéticas das protéınas do tipo I (DNAJA) a partir do alinhamento
múltiplo de (A) toda a extensão da protéına ou apenas do (B) domı́nio-J de protéınas clusteri-









































































































































































Figura 11: Árvores filogenéticas das protéınas do tipo II (DNAJB) a partir do alinhamento
múltiplo de (A) toda a extensão da protéına ou apenas do (B) domı́nio-J de protéınas clusteri-
zadas com um valor de cut-off de 40%.
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Figura 12: Árvore filogenética das protéınas dos tipos I (DNAJA) e II (DNAJB) a partir do
alinhamento múltiplo tanto da protéına completa (A) quanto apenas do domı́nio-J (B) utilizando




Figura 13: Árvore filogenética das protéınas do tipo III e IV (DNAJC) a partir do alinhamento
múltiplo apenas do domı́nio-J utilizando as sequências clusterizadas com um valor de cut-off de
40%.
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Figura 14: Árvore filogenética de todas as protéınas (DNAJA, DNAJB e DNAJC) a partir
do alinhamento múltiplo apenas do domı́nio-J utilizando as sequências clusterizadas com um
valor de cut-off de 40%. As linhas tracejadas indicam o clado que concentra as protéınas das
subclasses A e B.
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5.2.1 Clusterização dos dados com um cut-off de 80%
Após a análise dos dados resultantes da clusterização utilizando um valor de cut-off
de 40%, foram realizadas novas reconstruções filogenéticas posteriores à clusterização das
3901 protéınas utilizando um valor de cut-off de 80%, com o objetivo de comparar os
agrupamentos por reino e por subclasse com as árvores anteriores. Neste caso, toda a
extensão da protéına foi considerada para os alinhamentos múltiplos, e não apenas o
domı́nio-J. Novamente, as reconstruções filogenéticas das subclasses A e B foram rea-
lizadas para cada subclasse separadamente ou para as duas subclasses agrupadas para
verificar a capacidade da metodologia aplicada em agrupar protéınas pelos respectivos
reinos e/ou pelas respectivas subclasses. As Figuras 15 e 16 representam as árvores das
subclasses A e B, respectivamente, enquanto a Figura 17 representa a árvore das subclas-
ses A e B agrupadas, todas provenientes do alinhamento de toda a extensão da protéına.
Por outro lado, a Figura 18 representa a árvore proveniente do alinhamento dos domı́nios-
J de todas as subclasses após esta nova clusterização. Além de novamente demonstrar a
concentração de protéınas das subclasses A e B em um grande clado, a árvore proveniente
da nova clusterização dos dados acentuou esta divisão. Apesar de não garantir a robustez
da reconstrução filogenética, este resultado aponta para a consistência do dado obtido em
relação à separação das subclasses.
Figura 15: Árvore filogenética das protéınas da subclasse A (tipo I) a partir do alinhamento
múltiplo de toda a extensão da protéına utilizando as sequências clusterizadas com um valor de
cut-off de 80%.
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Figura 16: Árvore filogenética das protéınas da subclasse B (tipo II) a partir do alinhamento
múltiplo de toda a extensão da protéına utilizando as sequências clusterizadas com um valor de
cut-off de 80%.

Figura 17: Árvore filogenética das protéınas das subclasses A e B (tipos I e II) a partir do
alinhamento múltiplo de toda a extensão da protéına utilizando as sequências clusterizadas com
um valor de cut-off de 80%.
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Figura 18: Árvore filogenética das protéınas das subclasses A, B e C (tipos I, II, III e IV) a partir
do alinhamento múltiplo da região correspondente ao domı́nio-J utilizando as sequências clus-
terizadas com um valor de cut-off de 80%. As linhas tracejadas indicam o clado que concentra
as protéınas das subclasses A e B.
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6 Discussão
Uma vez que diversas reconstruções filogenéticas deste trabalho foram baseadas no ali-
nhamento apenas dos domı́nios-J, uma etapa essencial da metodologia foi a realização de
alinhamentos par-a-par de cada protéına contra o perfil HMM do domı́nio-J (PF00226).
Conforme os histogramas apresentados na Figura 8, a maioria das protéınas das sub-
classes A (tipo I) e B (tipo II) obtiveram altos valores de escore, refletindo uma alta
similaridade com a sequência consenso do domı́nio-J. No caso das protéınas da subclasse
C, os histogramas foram divididos entre tipo III e tipo IV, e enquanto os membros do
tipo III obtiveram escores mais dispersos com uma média de escore menor em relação
às subclasses A e B, os membros do tipo IV se concentraram na porção mais inferior do
histograma, refletindo muito pouca similaridade com a sequência consenso do domı́nio-J.
Este resultado concorda com dados da literatura que demonstram o menor ı́ndice de con-
servação do domı́nio-J entre membros da subclasse C, comparado com a conservação dos
domı́nios-J das subclasses A e B. Além disso, os histogramas refletem a clara divisão do
tipo IV em relação aos tipos I, II e III devido à baixa, ou praticamente nula, conservação
da estrutura primária do domı́nio-J. Semelhantemente ao alinhamento contra a sequência
consenso do domı́nio-J, foram realizados alinhamentos par-a-par de cada protéına contra
o perfil HMM do domı́nio J-like de TIM16 (PF03656). Apesar de dispersos, a maioria dos
membros do tipo IV obtiveram escores medianos e altos que indicam considerável simi-
laridade com o domı́nio TIM16, enquanto que todas as outras protéınas correspondentes
aos tipos I, II e III obtiveram valores de escore baixos (Figura 9). Este resultado, junto
com os histogramas do domı́nio-J, demonstram diferenças pontuais entre protéınas dos
tipos III e IV, as quais são atualmente agrupadas na subclasse C.
As reconstruções filogenéticas das subclasses A (tipo I) e B (tipo II) foram utilizadas
como parâmetros para analisar a qualidade e a robustez dos dados filogenéticos gera-
dos, uma vez que os números de protéınas são bem menores e estas apresentam um grau
maior de conservação tanto do domı́nio-J quanto de outras regiões. Comparando-se as
reconstruções filogenéticas separadas da subclasse A (Figura 10) e da subclasse B (Figura
11), evidencia-se que as árvores geradas a partir do alinhamento de toda a extensão da
protéına possuem uma divisão mais clara dos diferentes reinos quando comparadas às
árvores geradas a partir do alinhamento do domı́nio-J. Semelhantemente, a reconstrução
filogenética das subclasses A e B agrupadas (Figura 12) resultante do alinhamento de
toda a extensão da protéına também resultou em uma melhor divisão das subclasses (ti-
pos I e II) quando comparada à reconstrução filogenética resultante do alinhamento do
domı́nio-J. Isto provavelmente resulta do fato de o alinhamento da protéına inteira ser
mais informativo devido à presença de um número maior de reśıduos e suas respectivas
combinações. Além disto, o fato do alinhamento pelo domı́nio-J não apresentar uma se-
paração clara das subclasses A e B de certa forma reforça a conservação deste domı́nio
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entre diferentes subclasses.
Para a reconstrução filogenética da subclasse C (tipos III e IV) foi considerado apenas
o domı́nio-J para realizar o alinhamento, e de acordo com a árvore da Figura 13 não há
uma divisão clara dos reinos, mas existe uma maior concentração de protéınas do tipo IV
em um pequeno clado. A reconstrução filogenética das 3 subclasses agrupadas (tipos I,
II, III e IV) também foi realizada considerando-se apenas o alinhamento do domı́nio-J e
novamente não apresenta uma divisão clara dos reinos (Figura 14). Entretanto, a árvore
resultante sugere a concentração de protéınas das subclasses A e B em um grande clado,
enquanto que a maioria das protéınas da subclasse C se encontram no clado-irmão. Além
disso, as protéınas do tipo IV novamente se concentraram em um pequeno clado perten-
cente ao clado maior junto com a maioria das protéınas do tipo III. Isto sustenta os dados
presentes nos histogramas provenientes do alinhamento par-a-par contra o perfil HMM do
domı́nio-J, mais uma vez demonstrando a divergência deste grupo em relação aos tipos I,
II e III. Estes resultados apontam para a necessidade de uma análise filogenética apenas
dos domı́nios-J correspondentes aos tipos I, II e III, uma vez que protéınas do tipo IV
não demonstram conservação da estrutura primária do domı́nio-J.
Uma vez que todos as árvores resultantes da clusterização utilizando um cut-off de
40% não apresentaram uma distinção clara dos reinos, decidiu-se testar a clusterização
das 3901 protéınas com um valor cut-off de 80%. Ao invés de realizar o alinhamento
dos domı́nios-J, estas novas reconstruções filogenéticas foram baseadas no alinhamento
das protéınas completas, e novamente as árvores das subclasses A e B serviram como
parâmetro para analisar a qualidade do resultado filogenético. Tanto a árvore da subclasse
A (Figura 15) quanto da subclasse B (Figura 16) separadas ou reunidas apresentou uma
melhor divisão dos reinos. Além disso, a árvore resultante do alinhamento das subclasses
A e B agrupadas também apresentou uma melhor divisão das subclasses, demonstrando
que a clusterização com um cut-off de 80% está relacionado com uma reconstrução filo-
genética mais informativa.
Todas as árvores geradas neste trabalho apresentam politomias dispersas e de diferen-
tes tamanhos, as quais estão relacionadas com a incapacidade de resolução de bifurcações
para o conjunto de dados em questão [67]. As politomias “simples” (soft) são as mais
comuns e ocorrem quando a informação filogenética é insuficiente, não permitindo a re-
solução de uma bifurcação pois não se sabe qual sequência de eventos binários é mais
relevante. Isto significa que estas politomias podem ser resolvidas com o melhoramento
dos dados da reconstrução filogenética ou pelo fornecimento de mais dados. Por outro
lado, as politomias “complicadas” (hard) representam três ou mais eventos de especiação
simultânea a partir de um mesmo ancestral, gerando ramos equidistantes entre si [68]
[69]. A maioria das politomias encontradas neste trabalho são claramente resultado do
conjunto de dados utilizado, podendo ser consideradas “simples”. Os Apêndices D e E
apresentam a comparação das árvores das subclasses A e B reunidas a partir do alinha-
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mento da protéına completa ou do domı́nio-J, respectivamente, e a comparação entre
a distribuição de todos os ramos (letra A) e os ramos com escore acima de 0.75 (letra
B). Muitas bifurcações apresentam um valor de escore abaixo de 0.75 e isso demonstra
que, ou o conjunto de dados tanto a partir da sequência completa quanto do domı́nio-J
não é suficiente para resultar em uma árvore completamente resolvida, ou as etapas da
metodologia estão levando à redundância de alguns dados.
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7 Conclusões e Perspectivas
De maneira geral, o presente trabalho reiterou a heterogeneidade das protéınas da
famı́lia DNAJ através de uma abordagem filogenética abrangendo as subclasses A, B e
C de diferentes organismos da escala evolutiva. Mais especificamente, demonstrou-se fi-
logeneticamente que protéınas do tipo IV são pontualmente distintas das 3 subclasses e
talvez devessem passar por uma re-classificação, principalmente considerando trabalhos
na literatura demonstrando que estas protéınas não são capazes de estimular a atividade
ATPase de protéınas HSP70.
Considerando a presença de politomias nas reconstruções filogenéticas e a tentativa de
alcançar árvores melhor resolvidas, as etapas de clusterização dos dados e curadoria dos
alinhamentos precisam ser revisadas como uma alternativa de melhoramento das recons-
truções filogenéticas. Entretanto, é necessário considerar que as politomias das árvores
provenientes do alinhamento do domı́nio-J possam ser resultado do alto ńıvel de con-
servação desta região, levando à incapacidade de resolução de algumas bifurcações.
Quanto à organização das 3 subclasses em uma mesma árvore, a concentração de
protéınas das subclasses A e B em um grande clado é um dado interessante que deve ser
explorado de forma a avaliar quais caracteŕısticas estão envolvidas neste agrupamento.
Análises prospectivas podem explorar caracteŕısticas como quantidade de ligantes através
do software STRING (https://string-db.org) e predição de localização subcelular.
Ainda não foram geradas reconstruções filogenéticas com as 2702 protéınas totais (sub-
classes A, B e C) e/ou com as 2181 protéınas da subclasse C provenientes da clusterização
com um cut-off de 80%. De acordo com os resultados das árvores das subclasses A e B
após esta clusterização, espera-se que estas reconstruções filogenéticas sejam mais infor-
mativas e apresentem uma melhor subdivisão dos reinos. Além disso, faz-se necessária a
comparação do árvore representada na Figura 14 com a nova árvore das três subclasses
para confirmar a tendência de concentração das subclasses A e B em um grande clado ou
para averiguar a formação de uma nova dispersão.
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Diferentes táxons após clusterização com cut-off
de identidade de 40%
Quantidade de protéınas de cada subtipo nos diferentes táxons após clusterização com
cut-off de identidade de 40%.
Tipo Bacteria Arkaea Algae Protista Fungi Plantae Animalia
I 10 3 1 22 15 4 8
II 18 0 9 12 4 7 5
III 133 17 131 246 178 182 174
IV 0 0 3 4 6 2 5
Total 161 20 144 284 203 195 192
B
Diferentes táxons após clusterização com cut-off
de identidade de 80%
Quantidade de protéınas de cada subtipo nos diferentes reinos após clusterização com
cut-off de identidade de 80%.
Tipo Eubacteria Arkaea Algae Protista Fungi Plantae Animalia
I 103 14 9 40 70 33 48
II 57 0 15 21 17 41 47
III 241 23 193 297 402 469 501
IV 0 0 5 6 16 5 20
Total 401 37 222 364 505 548 616
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C




Alinhamento múltiplo de toda a extensão da protéına do (A) tipo I ou (B) tipo II contendo




Alinhamento múltiplo de protéınas dos tipos III e
IV
Alinhamento múltiplo das sequências correspondentes ao domı́nio-J das protéınas do tipo
I e IV contendo apenas as colunas com valor de qualidade acima de 30% (representação
de apenas 40 protéınas)
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E
Alinhamento múltiplo de protéınas dos tipos I, II,
III e IV
Alinhamento múltiplo das sequências correspondentes ao domı́nio-J de todas as protéınas
(tipos I, II, III e IV) contendo apenas as colunas com valor de qualidade acima de 30%
(representação de apenas 40 protéınas)
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F
Politomias presentes nas árvores provenientes do

































































































































































Comparação das árvores das subclasses A e B após clusterização com um cut-off de 40%
e alinhamento de toda a extensão da protéına. A) Representação dos ramos originais e
indicação dos escores abaixo de 0.75. B) Representação dos ramos apenas com escores
acima de 0.75 e indicação dos respectivos valores.
51
G























































































































































Comparação das árvores das subclasses A e B após clusterização com um cut-off de 40% e
alinhamento do domı́nio-J. A) Representação dos ramos originais e indicação dos escores
abaixo de 0.75. B) Representação dos ramos apenas com escores acima de 0.75 e indicação
dos respectivos valores.
